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摘要 :【 目 的 】 昆 求 几 丁 质 酶 (chitinase，CHT) 主要 参与 晓 皮 、 转 食 膜 的 降解 和 机 体 免 疫 防 御 等 重要 
生理 生长 发 育 过 程 。 本 研究 旨 在 对 棉铃 于 Helicoverpa armigera 区 型 (group) 几 丁 质 酶 基因 进行 克 
隆 和 表达 分 析 , 为 以 该 基因 作为 棉铃 虫 防 控 的 分 子 靶 标 提 供 理论 依据 。 【方法 】 采 用 RT-PCR 和 
RACE 技术 从 棉铃 虫 中 肠 中 克隆 IV 型 几 丁 质 酶 基因 ,分别 运用 DNAMAN 和 MEGA 软件 进行 多 序列 
比 对 和 构建 系统 发 育 树 。 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli ( DE3) 中 诱导 表达 其 体外 重组 蛋白 ,利用 
Western blot 进一步 验证 ;用 Ni-NTA 纯化 柱 纯化 重组 蛋白 ,之 后 研究 该 蛋白 的 酶 学 性 质 。qPCR 分 
析 该 基因 的 在 棉铃 虫 不 同 发 育 阶 段 和 6 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 谱 。 【结果 】 克 隆 获 得 棉铃 求 几 
丁 质 酶 基因 HaCHTA( GenBank 登录 号 : MH500771) ,其 cDNA 长 1 624 bp, ORF 长 1 527 bp, 编 码 
509 个 氨基 酸 ,预测 的 分 子 量 为 $$3.2 kD。 和 有 蛋白质 序 列 的 N 未 端 具有 信号 肽 ,中 间 序 列 部 分 含有 一 
个 催化 结构 域 (catalytic domain, CAD) , C 末端 含有 一 个 几 丁 质 结合 结构 域 (chitin binding domain, 
CBD) 。 多 序列 比 对 显示 ,HaCHT4 具有 几 丁 质 酶 的 保守 区 域 ;系统 发 育 分 析 表 明 ,HaCHT4 4 T TV 
型 几 丁 质 酶 。 重 组 蛋白 His-HaCHTA 在 大 肠 杆 菌 中 成 功 表 达 。 纯 化 的 重组 蛋白 对 胶体 几 丁 质 底 物 
具有 降解 活性 ,最 适 温 度 和 pH 分 别 为 50% 4e 7 , zb 71 58 44K K, e V8 23129 1.76 +0.35 mg/ 
mL 和 0.0220 «0.0012 g/mL * so qPCR 分 析 表 明 , HaCHTA 在 1 84e 2 Be 4h Jp XXE 
于 其 他 幼虫 龄 期 及 预 肾 期 ;主要 在 中 肠 和 脂肪 体 中 高 度 表 达 , 体 壁 和 头 部 中 低 表 达 。【 结论 结果 
提示 棉铃 下 HaCHT4 可 能 参与 围 食 膜 中 几 丁 质 降解 过 程 。 这 些 结果 为 深入 研究 HaCHTA 的 功能 黄 
定 了 基础 ,并 为 定 忠 防治 提供 了 有 用 的 信息 。 
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Abstract: [ Aim] Insect chitinases are mainly involved in such important physiological processes as 


molting, degradation of peritrophic membranes and immune defense. This study aims to clone a group IV 
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chitinase gene from Helicoverpa armigera and to analyze its expression profiles so as to provide the 
theoretical basis for the control of this insect using the gene as a molecular target. [ Methods] A group IV 
chitinase gene was cloned from the midgut of H. armigera using RT-PCR and RACE techniques and 
subjected to multiple sequence alignment by DNAMAN, and the phylogenetic tree was constructed by 
MEGA. Its recombinant protein was expressed in Escherichia coli ( DE3) and verified by Western-blot. 
The enzymatic properties of the recombinant protein were characterized after purification with Ni-NTA. 
The expression levels of this gene in different developmental stages and tissues of the 6th instar larvae of 
H. armigera were analyzed by qPCR. [Results] A chitinase gene was cloned from H. armigera and 
MH500771). Its full-length cDNA is 1 624 bp in 
length and contains an ORF of 1 527 bp that encodes 509 amino acids with a predicted molecular weight 


designated as HaCHT4 ( GenBank accession no. : 


of 55.2 kD. Its encoded protein contains a signal peptide, one catalytic domain ( CAD) and one chitin 
binding domain ( CBD). Both multiple sequence alignment and phylogenetic analysis showed that 
HaCHTA has the conserved domain of chitinase and belongs to group IV chitinases. The recombinant His- 
HaCHTA was successfully expressed in E. coli. The purified recombinant protein exhibited the activity of 
digesting chitin, with the optimum reaction temperature of 50°C and pH value of 7. The values of kinetic 
parameters K, and V, of the recombinant protein were 1. 76 +0.35 mg/mL and 0. 0220 +0. 0012 pg/ 
mL 。 


2nd larval instars of H. armigera were significantly higher than those in other larval instars and the pre- 


s, respectively. qPCR results revealed that the relative expression levels of HaCHTA in the 1st and 


pupal stage, and HaCHT4 was predominantly expressed in the midgut and fat body of the 6th instar larva, 
but lowly expressed in the integument and head. [Conclusion] The results suggest that HaCHT4 may 
participate in chitin degradation in the peritrophic matrix in H. arrmigera. These results lay a foundation 
for the further function study of HaCHT4 and provide useful information for pest control. 

Key words: Helicoverpa armigera; chitin; group IV chitinase; enzyme characterization; gene expression 


analysis 





JL T i chitin) 由 B-(1,4) -N-Z Bt- D-48] 45 B c 
( GIcNAc ) 连接 而 成 的 线性 多 糖 ,是 昆虫 角质 层 、 气 
管 \ 肠 道 和 围 食 膜 的 重要 结构 成 分 ( Ohno et al., 
1996; Merzendorfer and Zimoch，2003 ) 。 在 昆虫 的 
生长 发 育 及 晓 皮 过 程 中 ,需要 降解 旧 角 质 层 中 一 部 
分 儿 丁 质 成 分 ,并 合成 新 的 几 了 丁 质 来 形成 新 角质 层 
( Kramer et al., 1995; Merzendorfer and Zimoch, 
2003). 。 几 了 丁 质 在 昆虫 的 发 育 和 生理 过 程 中 起 着 
要 的 作用 ,尤其 是 在 昆虫 围 食 膜 中 , 几 丁 质 可 作为 食 
物 团 (food bolus) 和 中 肠 上 皮 之 间 的 渗透 屏障 ,提高 
消化 过 程 的 效率 ,并 保护 中 肠 免 受 机 械 损 伤 以 及 毒 
素 和 病原 体 的 攻击 (Lehane，1997; 相 静 波 ，2004; 
张 八 生 等 , 2007; Hegedus et al., 2009) 。 

昆虫 几 了 丁 质 酶 (chitinase，CHT) 属于 18 家 族 的 
糖苷 水 解 酶 , 它 参 与 昆虫 各 种 重要 生理 过 程 ,如 蜡 
皮 、 围 食 膜 的 降解 .免疫 防御 细胞 增殖 、 消 化 和 生长 
因子 等 (Shi and Paskewitz, 2004; Zhu et al., 2004; 
Zhu et al., 2008a; Arakane and Muthukrishnan, 
2010; Jasrapuria et al., 2010; Qu et al., 2014) , Eh 



































虫 几 丁 质 酶 在 晓 皮 过 程 中 降解 组 织 中 的 几 丁 质 成 
分 ,其 对 变态 发 育 至 关 重 要 (Fukamizo, 2000; 
Agrawal et al., 2013) 。 迄 今 为 止 , 基 于 序列 和 结构 
域 分 析 , 已 将 昆虫 几 丁 质 酶 分 为 至 少 8 CT - WD 
类 型 ( group ) ( Zhang et al., 2011; Pan et al., 2012; 
夏 梦 , 2015 ) 。 每 个 类 型 几 丁 质 酶 不 仅 具 有 不 同 的 
时 空 表达 模式 ,而 且 已 知 执行 不 同 的 生理 功能 ( 李 
KIRS, 2011; Pan et al., 2012; 夏 梦 , 2015), H 
前 报道 中 ,区 型 几 丁 质 酶 由 多 样 化 的 基因 编码 ,而 且 
主要 在 中 肠 (Girard and Jouanin, 1999; Ramalho- 
Ortigão and Traub-Csekó, 2003; Genta et al., 2006; 
Zhu et al., 2008a; Khajuria et al., 2010; Zhang et 
al., 2011) 或 脂肪 体 (Yan et al., 2002; Han et al., 
2005; Zhu et al., 2008a) 中 表达 。 分 布 于 中 肠 的 几 
丁 质 酶 主要 降解 围 食 膜 中 的 几 丁 质 (Shen and 
Jacobs-Lorena, 1997; 1999; 
Ramalho-Ortigáo and Traub-Csekoó, 2003; Genta et 
al., 2006; Zhu et al., 2008b) 。 脂 肪 体 是 昆虫 的 主 
要 免疫 器 官 (Xiong et al., 2015) ,脂肪 体 中 的 几 丁 质 
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酶 不 参与 消化 过 程 , 有 可 能 与 晓 皮 和 免疫 相关 (Yan 
et al., 2002), 。 为 昆虫 控制 ,通过 抑制 剂 抑制 
( Blattner et al., 1997) zX dsRNA 沉默 几 丁 质 酶 基因 
对 幼虫 的 生长 和 发 育 产生 不 利 影响 ,其 至 导致 显著 
的 死亡 和 了 畸形 (Zhu et al., 2008c; Zhang et al., 
2012; Mamta et al., 2016; Ganbaatar et al., 2017) 。 
RNAi 沉默 粘 虫 Mythimna separata 中 肠 的 几 丁 质 酶 
基因 后 ,与 对 照 组 相 比 ,幼虫 死亡 率 增加 、 体 重 显著 
降低 ( Ganbaatar et al., 2017) 4 Xf Y Jc $8 T WW 
Spodoptera littoralis 几 丁 质 酶 基因 cDNA 转 人 玉米 植 
ER ,使 用 转基因 玉米 植株 对 高 粱 性 葵 夜 峨 Sesamia 
cretica 进行 的 生物 测定 实验 表明 ,转基因 玉米 植株 
上 约 50% 的 试 虫 死 亡 (Osman et al., 2015) 。 

Tg gt va Helicoverpa armigera 是 世界 性 农业 害 
虫 , 对 作物 造成 巨大 经 济 损害 。 目 前 ,物理 防治 、 生 
物 防治 和 化 学 防治 以 及 转基因 方法 等 手段 仍然 被 用 
作 害 虫 防治 的 常见 措施 。 其 中 ,由 于 化 学 杀 虫 剂 的 
快速 作用 模式 而 成 为 主要 的 害虫 防治 方法 ,但 化 学 
杀 虫 剂 不 能 用 作 可 持续 控制 方法 。 虽 然 转 Bt 基因 
棉花 对 棉铃 虫 种 群 防 控 做 出 了 重大 贡献 ,但 有 报道 
显示 ,在 实验 室 和 田间 条 件 下 ,害虫 对 抗 Bt 蛋白 的 
抗 性 也 随 之 提高 (Frutos et al., 2008) 。 因 此 ,开发 
绿色 杀 虫 剂 在 棉田 防 控 棉 铃 虫 已 经 成 为 研究 热点 。 

国内 外 未 见 相 关 槐 人 铃 虫 型 几 了 丁 质 酶 研究 报 
38 ,而 中 肠 几 了 丁 质 酶 活性 的 任何 变化 都 会 导致 昆虫 
消化 功能 的 素 乱 。 因 此 ,中 肠 几 了 丁 质 酶 可 作为 害虫 
防治 的 丢 标 (Shen and Jacobs-Lorena, 1997) 。 由 于 
TV 型 几 丁 质 酶 参与 昆虫 围 食 膜 更 新 ,而 且 围 食 膜 是 
昆虫 的 第 一 道 防线 ,所 以 研究 信 型 几 丁 质 酶 可 能 》 
防治 棉铃 虫 提供 新 的 策略 。 在 本 研究 中 ,首次 克隆 
了 来 源 于 棉铃 虫 中 上 肠 的 信 型 几 丁 质 酶 基因 
HaCHT4, 人 研究 了 重组 借 白 His-HaCHT4 的 酶 学 性 
质 ,qPCR 分 析 该 基因 的 表达 特征 ,为 深入 研究 
HaCHT4 的 功能 黄 定 基础 。 








































































































1 材料 与 方法 


1.1 A 

棉铃 虫 来 自 于 中 国 农业 大 学 昆虫 生理 生化 与 分 
子 毒 理 学 实验 室 , 养 虫 室 进行 人 工 饲 养 条 件 :温度 
26 +2C ,相对 湿度 65% +5% , 光 周 期 16L: 8D。 
1.2 实验 材料 与 试剂 

pET32a 质粒 为 本 实验 室 保 存 ; 感受 态 细 胞 
DH5a 和 Transetta ( DE3 ) 购 自 北京 全 式 金 公司 。 





RNA 提取 试剂 盒 (TransZol Up Plus RNA Kit) .小 鼠 
jii His-tag 抗体 .HRP( 辣 根 过 氧化 酶 ) 标 记 的 二 抗 均 
购 自 北京 全 式 金 公 司 ( Invitogen, 美国 ) ; Taq DNA 
聚合 酶 TI4 DNA 连接 酶 .DNA marker, pMDI8-T 2X 
体 、 限 制 性 内 切 酶 . 反 转 录 系 统 、SMARTer™ RACE 
cDNA Amplification Kit(TaKaRa, 日 本 ) 均 购 自 宝生 
物 工程 (大 连 ) 有限 公司 ; QuantiNova™ SYBR Green 
PCR Kit( 德 国 ) 购 自 凯 杰 企 业 管 理 ( 上 海 ) 有 限 公 
司 ; 和 蛋白 marker 购 自 Thermo Fisher Scientific 公司 
(美国 ) ; — C AREE A ik (diaminobenzidine, DAB) 显 
色 试 剂 盒 购 自 北 京 中 杉 金 桥 公 司 ( 中 国 ) ; PCR. 回收 
和 切 胶 回 收 试剂 盒 购 自 OMEGA 公司 (美国 ) ;纯化 
柱 购 自 深圳 逗 点 生物 技术 有 限 公司 (中 国 )。 其 余 
所 用 的 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 棉铃 虫 尺 型 几 丁 质 酶 基因 的 克隆 

从 NCBI 下 载 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 和 
Rhe Drosophila melanogaster IV 738 JL] Jos jd 
序列 ,并 进行 多 序列 比 对 (MECA5 ) ,根据 保守 区 设 
计 引 物 的 正 向 引物 : 5'-TRBEGGNGGNTGGAAYGCA 
RGGNTC-3'; 反 向 引物 : 5'-RTCRTCVCTBTCNADS 
CACCANATCAT-3'。 按 照 TransZol 试剂 盒 的 说 明 书 
提取 棉铃 虫 6 龄 幼虫 中 肠 的 总 RNA ,按照 反 转 录 系 
统 说 明 书 合成 cDNA ,以 cDNA 为 模板 PCR 扩 增 核 
心 片段 序列 。PCR 反应 体系 : dNTP(2. 5 mmol/L) 
2.5 ukL, 上 下 游 引物 (1 mmolL) 各 0.5 uL, 10 x Ex 
Taq Buffer 2 uL, Ex Tag 聚合 酶 (5 U/uL)0.3 uL, 
cDNA 1. 5 uL, ddH,O 补足 至 20 pL。 反 应 条 件 : 
94% 预 变性 5 min; 94C 变性 30 s, 5370 3B c 30 s, 
72% 延伸 1 min, 35 个 循环 ; 72% 总 延伸 10 min, 
将 得 到 的 核心 片段 序列 进行 测序 并 在 NCBI 服务 器 
上 进行 BLAST 比 对 。 通 过 RACE 技术 获得 3 和 3 
端 全 长 序列 。 首 先 按照 TransZol 试剂 的 说 明 书 提取 
6 龄 幼虫 总 RNA, 根据 SMARTer™ RACE cDNA 
Amplifcation Kit 合成 RACE 的 cDNA 第 1 链 。 根 据 
获得 核心 片段 的 cDNA 序列 设计 用 于 RACE 的 引 
Jl , GSP1(5'-TTCCTTCAACAATGTAGTAAAATTCTC- 
3') 和 GSP2 (5'-CATAAAGGAGAAGGCGACGAGGG 
TGCAGTAG-3') , f& 5X PCR 引物 NGSPI (5'-CATG 
TGTTGTGATCATCTTCAGAGCACT-3') 和 NGSP2 ( 5'- 
GCTGTAGGTGTTCCATTTTACGGCAGGAC-3'), PCR 
扩 增 后 进行 测序 。 引 物 合 成 及 测序 均 由 上 海 生 工 
完成 。 
1.4 生物 信息 学 分 析 

ProtParam (https: // web. expasy. org/protparam/ ) 
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在 线 工 具 用 于 预测 理化 性 质 分 析 。 使 用 DictyOGlye 
1.1(http: /ww w. cbs. dtu. dk/services/dictyoglyc/ ) 
和 NetPhos 2. 0 Server ( http: // www. Cbs. dtu. dk/ 
services/ NetPhos/ ) 分 析 糖 基 化 和 磷酸 化 位 点 。 在 线 
T- SMART (http: // smart. embl-heidelberg. de/ ) fii 
WA NCBI P LBS ZI L6: 6s RE HR IV ALT os 
酶 和 本 人 研究 所 得 的 棉铃 虫 几 丁 质 酶 以 及 相似 性 较 高 
序列 的 蛋白 结构 域 。 使 用 DNAMANS.2.9 软件 进行 
多 序列 比 对 。 标 注 信号 肽 、 催 化 结构 域 . 几 丁 质 酶 保 
守 区 以 及 几 丁 质 结合 结构 域 。 

从 NCBI 下 载 棉铃 虫 的 16 AILT EE ES 
NCBI 上 登录 的 只 有 16 个 ) ,使 用 DNAMAN5.2.9 软 
件 对 其 进行 多 序列 比 对 (很 多 序列 氨基 酸 序列 一 致 
性 为 98.96% 和 99. 99% 左右 ,有 些 几 丁 质 酶 没有 糖 
基 化 位 点 ) ,筛选 5 类 差异 大 的 几 丁 质 酶 ,然后 从 
NCBI 下 载 每 类 几 丁 质 酶 的 相似 性 较 高 序列 2 个 ,以 
已 经 发 表 的 8 个 类 型 的 几 丁 质 酶 作为 分 类 标准 。 用 
MEGAS. 05 软件 构建 系统 发 育 树 。 

1.5 棉铃 虫 们 型 几 丁 质 酶 基因 重组 蛋白 的 异 源 表 
达 和 纯化 

设计 不 包含 预测 的 信号 肽 区 域 的 引物 , 正 向 引 
物 : S'-CCGGAATTCGAAAATGCGGTAGTATGTTACT 
ACGG-3' ; bz [n] 5| gg: 5'-CCGCTCGAGTTAATTACA 
TTCCACAAAAGCTTGATA-3'; 其 中 下 划 线 的 序列 分 
别 为 酶 切 位 点 EcoR I 和 Xho DL 。 以 1.3 FERK 
cDNA 为 模板 PCR 扩 增 获得 的 目的 基因 片段 与 
pET32a 表达 载体 连接 ,然后 转化 至 大 肠 杆菌 
Escherichia coli DH5a 感受 态 细胞 中 ,并 进一步 双 酶 
切 鉴定 和 测序 。 双 酶 切 鉴定 和 测序 正确 的 重组 质粒 
命名 为 pET32a-HaCHT4。 将 pET32a 空 载 质粒 和 
pET32a-HaCHTA 重组 质粒 转化 至 大 肠 杆菌 Transetta 
(DE3 ) 菌株 。 阳 性 单 菌落 在 37%C 和 220 r/min 的 条 
件 过 夜 培养 , 按 1% 比例 阔 接 于 含有 Amp ”( 终 浓度 
为 50 mg/mL) 抗 生 素 的 LB 培养 基 中 ,并 培养 至 
OD, Jy 0.4 ~0.6, 加 终 浓度 为 0.5 mmol/L 的 异 丙 
Ak Wi fV 2E 3L WE TF (isopropyl B-D-thiogalactoside， 
IPTG) ,之 后 在 37% 条 件 下 诱导 4 h。 诱 导 后 的 细菌 
以 12 000 r/min 离心 5 min ,将 收集 的 菌 体 用 磷酸 组 
冲 盐 溶液 (phosphate buffer saline, PBS) XE EHE, 
超声 破碎 2 min(200 W, 78 5 s, 暂 停 5 s) , 空 载 菌 
的 诱 前 、 诱 后 以 及 重组 菌 的 诱 前 、 诱 后 超声 破 碎 后 
的 上 清和 沉淀 SDS-PAGE 电泳 ,并 考 马 斯 亮 蓝 染 色 。 
诱 前 和 诱 后 总 蛋白 转 印 至 硝酸 纤维 素 膜 ,4%C 的 冰箱 
中 过 夜 封闭 ,His ERAS BU DUREE 1 h(37% ) , BET 







































































绥 冲 盐 溶液 - 吐 温 20( phosphate buffered saline-Tween 
20, PBST) 洗涤 后 用 HRP 标记 的 二 抗 ( 羊 抗 鼠 IgG) 
孵育 1 h(37%C ) ,PBST 洗 脱 ,然后 显 色 并 拍照 。 

将 含有 重组 质粒 的 大 肠 杆 菌 ( DE3 ) 在 终 浓度 为 
0.3 mmol/L IPTG 22€ 的 条 件 下 诱导 6 h。 诱导 的 
菌 液 离 心 收集 细胞 并 PBS 重新 悬浮 ,超声 破碎 后 以 
8 000 r/min 离心 10 min。 沉 淀 用 尿素 溶液 过 夜 变 
性 (4% ) ,以 7 000 r/min 离心 15 min 后 的 上 清 总 和 蛋 
日 转动 结合 到 柱 上 3 h( 总 蛋白 加 入 前 柱子 用 5 
mmol/L BEERE r 40 min) 。 然 后 分 别 用 20 mmol/L 
咪唑 3 次 以 及 50, 100 和 120 mmol/L 咪唑 洗涤 柱 
子 。 最 后 用 200 mmol/L WEITE pGSR 2 Fs DELE 
和 蛋白质 在 含有 逐渐 低 浓度 复 性 缓冲 液 的 透析 袋 中 过 
夜 透析 (4°C ) ,和 蛋白 超 滤 浓缩 将 咪唑 蔡 换 成 PBS 组 
冲 液 , 定 量 并 在 -80Y 冰箱 中 保存 。 
1.6 棉铃 虫 人 型 几 丁 质 酶 的 酶 学 性 质 测定 

酶 活 测定 参照 前 期 报道 ( Madhuprakash et al., 
2015) ,并 稍 作 改变 。 以 胶体 几 丁 质 作 为 底 物 测 酶 
活 , 所 有 反应 均 为 200 pL 反应 体系 ,设计 3 个 平行 
实验 。 首 先 ,30 ug 将 纯化 的 融合 酶 His-HaCHTA 与 
终 浓度 为 5 mg/mL 胶体 几 丁 质 在 50% 的 水 浴 锅 反 
应 1ph, 在 100% 下 煮沸 5 min 以 终止 反应 ,并 将 反应 
混合 物 在 10 000 r/min 离心 10 min。 然 后 将 120 uL 
含有 还 原 糖 的 上 清 液 与 160 pL 新 制备 的 显 色 剂 
(0. 5 mol/L 碳酸 钠 ,0. 05% 铁 握 化 钾 ) 混合 ,并 在 
100C 下 者 沸 20 min, 冷却 后 测定 420 nm 处 的 OD 
值 。 根 据 标准 曲线 计算 还 原 糖 的 含量 。 一 个 酶 活力 
单位 被 定义 为 每 秒 钟 释放 pg/mL 还 原 糖 的 酶 量 。 
数据 用 SPSS(IBM SPSS Statistic 19 ) 软件 进行 统计 
学 分 析 ( 检验 ) o 

为 确定 动力 学 参数 ,将 30 pg 纯化 的 重组 蛋白 
His-HaCHT4 与 终 浓 度 为 0, 0.5,1, 1.5,3, 5,7 和 
10 mg/mL 的 胶体 几 丁 质 在 50Y 的 水 浴 锅 反应 30 
min( pH 7) 。 根 据 标准 曲线 和 双 倒 数 作 图 法 计算 出 
酶 促 反应 的 K, 和 Vi. 值 。 为 确定 最 适 pH ,将 纯化 
的 融合 酶 和 胶体 几 丁 质 ( 终 浓度 为 5 mg/mlL) 在 各 
种 pH 值 (1 - 11) B vil PRESS 1 h(50%C ) 。 为 确 
定 最 适 温度 ,将 30 pg 纯化 的 重组 酶 与 胶体 几 了 丁 质 
(5 mg/mL) TE 5, 15, 20, 30, 40, 50, 60 和 70% 下 
反应 1 h。 数 据 用 SPSS(IBM SPSS Statistic 19) 软件 
进行 统计 学 分 析 ( 单 因素 方差 分 析 ) 。 
1.7 型 几 丁 质 酶 基因 在 棉铃 虫 不 同 发 育 阶段 和 
组 织 中 的 表达 量 测 定 

根据 HaCHT4 序列 设计 qPCR 引物 , 正 向 引物 : 
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5'-CCTACGACGATGTGAACTCCATAAC-3'; 反 向 引 
物 : 5'-GCAGTGTTGATAGCAGAGTAAAGG-3' ,产物 
大 小 为 151 bp。 以 1.3 ÉY cDNA 为 模板 PCR 扩 增 
用 于 qPCR 的 片段 。PCR 反应 体系 : dNTP (2.5 
mmol/L) 1. 5 pL, 上 下 游 引 物 (1 mmol/L) 4% 0. 4 
pL, 10 x Ex Taq Buffer 2 uL, Ex Tag 聚合 酶 0.2 uL 
(5 U/ul) , cDNA 模板 1 uL, ddH,O 补足 至 20 pL。 
反应 条 件 : 94*C 预 变性 5 min; 94% 变性 30 s, 60% 
退火 30 s, 72% 延伸 30 s, 35 个 循环 ,总 延伸 10 
min。 然 后 与 pMDI8-T 载体 连接 ,转化 至 大 肠 杆 菌 
DH5a 中 ,提取 菌 液 PCR 鉴定 的 阳性 单 克隆 的 质粒 
并 测序 ,质粒 不 同 浓度 稀释 后 制作 标准 曲线 。 

收集 1 -6 龄 以 及 预 肾 期 赔 皮 后 第 1 天 的 幼虫 
和 6 龄 幼虫 的 不 同 组 织 ( 中 肠 、 脂 肪 体 、 体 壁 和 头 
部 ) ,将 样品 直接 储存 在 液 氮 中 以 提取 总 RNA。 按 
HE TransZol 试剂 盒 的 说 明 书 提取 总 RNA ,将 1 pg 总 
RNA 按照 反 转录 系统 说 明 书 合成 cDNA ,并 储存 在 
- 80'C 以 进行 qPCR。qPCR 反应 体系 (20 pL):2x 
SYBR Green PCR Master Mix 10 pL, 正 反 向 引物 
(1 mmol/L) 4& 1 uL, cDNA 模板 1 uL, ddH;O 补足 
至 20 uL, qPCR 反应 条 件 : 95C 10 min; 95% 20 
s, 60% 30 s 和 72%C 45 s, 然后 95%C 15 s 和 60%C 
1 min, 40 个 循环 。 在 每 次 qPCR 实验 结束 时 , 以 融 
解 曲线 来 检测 有 没 引 物 二 聚 体 的 形成 。 以 B-actin 
基因 作为 内 参 基 因 进 行 qPCR 的 相对 表达 分 析 , 引 
物 序列 : 正 向 引物 : 5'-CACACCTTCTACAACGA 
GCTG-3'; 反 向 引物 : 5'-GAGGATCTTCATGAGGT 
AGTCG-3', qPCR 分 析 使 用 3 个 生物 重复 和 技术 重 
复 以 工龄 幼虫 和 中 肠 的 比率 值 默认 为 1, 根据 2 人” 
进行 计算 表达 量 。 数 据 用 SPSS(IBM SPSS Statistic 
19) 软件 进行 统计 学 分 析 ( 单 因素 方差 分 析 ) 。 























2 结果 


2.1 棉铃 虫 W 型 几 丁 质 酶 基因 克隆 和 生物 信息 学 
分 析 

扩 增 获得 棉铃 虫 中 肠 中 克隆 几 了 丁 质 酶 基因 核心 
片段 并 测序 ,运用 RACE 技术 获得 几 丁 质 酶 基因 
cDNA 的 5 和 3' 端 的 序列 , 最终 得 到 目的 基因 
(GenBank 登录 号 : MH500771)。 其 cDNA 长 1 624 
bp, ORF 为 1 527 bp ,编码 509 个 氨基 酸 , 具 有 5' 和 
3 端的 非 翻 译 区 (UTR) , 25 7b,3' UTR RA RIRE 
酸化 信号 (Poly A)。 棉 铃 虫 的 几 丁 质 酶 的 预测 分 子 
量 和 等 电 点 (pl) 分 别 为 55.2 kD 和 4.37。 该 多 上 肽 





E N 端 具 有 29 个 氨基 酸 的 信号 肽 序列 。 预 测 的 两 
个 糖 基 化 位 点 位 于 N445 和 N447 , 预测 磷酸 化 位 点 
共 38 个 。 其 蛋白 序列 中 苏 氨 酸 (9. 896) ,丝氨酸 
(8. 696 ) 和 丙 氨 酸 (8.4% ) 含 量 较 高 。 

将 该 几 丁 质 酶 的 氨基 酸 序列 与 GenBank 中 的 
其 他 几 丁 质 酶 在 氨基 酸 序列 进行 比 对 ,具有 较 高 的 
一 致 性 ,分 别 与 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 的 几 丁 质 
酶 2 同 种 型 X2( probable chitinase 2 isoform X2) ,3 
粉 蝶 Pieris rapae 的 几 丁 质 酶 2( probable chitinase 2) 
和 赤 拟 和 谷 盗 的 几 丁 质 酶 (chitinase 4) 具有 7596 , 
67% 和 44% 的 氨基 酸 序列 一 致 性 。 本 研究 所 得 的 
几 丁 质 酶 具有 昆虫 几 丁 质 酶 的 4 个 高 度 保 守 区 域 
(conserved region, CR)( 图 1): CRI 是 KXXXXXGGW 
(其 中 X 是 非特 定 氨基 酸 ); CR2 为 FDGXDLDWEYP, 
且 预 测 该 序列 中 的 谷 氨 酸 (E) 是 催化 过 程 中 的 质子 
供 体 ; CR3 和 CR4 分 别 是 MXYDXXG 和 
GXXXWXXDXDD。 在 第 31 - 380 位 氨基 酸 处 具有 
CAD ,C 端的 第 452 -509 位 氨基 酸 处 具有 CBD, m 
然 本 研究 所 得 的 几 丁 质 酶 与 斜纹 夜 峨 和 菜 粉 蝶 的 几 
丁 质 酶 2 有 较 高 氨基 酸 序列 一 致 性 ,但 都 为 可 能 的 
几 丁 质 酶 (probable chtinase ) 而 不 是 明确 命名 和 系 
统 分 类 的 实验 性 数据 ,两 个 序列 都 没有 CBD( 图 1)， 
斜纹 夜 蛾 几 丁 质 酶 2 同 种 型 X2 没有 信和 号 肽 , 汪 粉 
蝶 的 几 丁 质 酶 2 没有 CR4( 图 1)。 赤 拟 谷 盗 的 几 丁 
质 酶 4 具有 信号 肽 \CAD 和 CBD( 图 1)。 因 此 , 根 
据 模式 生物 赤 拟 谷 盗 的 几 丁 质 酶 4, 将 棉铃 忠信 型 
几 丁 质 酶 命名 几 丁 质 酶 4( HaCHT4) ,克隆 获得 的 棉 
铃 虫 几 丁 质 酶 基因 为 HaCHT4。 

J NCBI F HaCHT4 和 棉铃 虫 几 丁 质 酶 (5 
个 ) 氨 基 酸 序列 一 致 性 较 高 序列 ,以 赤 拟 谷 瓷 、 黑 腹 
果 蝇 的 几 丁 质 酶 作为 分 类 标准 。 构 建 的 系统 发 育 树 
结果 表明 ,HaCHT4 与 型 儿 丁 质 酶 聚 为 一 起 ,因此 
该 酶 属于 第 型 几 丁 质 酶 (图 2) 。 
2.2 重组 蛋白 His-HaCHT4 的 诱导 表达 、Western 
blot 验证 和 纯化 

将 HaCHT4 的 ORF 与 pET32a 连接 ,并 将 连接 
产物 和 pET32a 空 载 分 别 转 化 至 大 肠 杆菌 ( DE3 ) 中 ， 
阳性 克隆 双 酶 切 鉴 定 (图 3: AD 和 测序 正确 ,初步 表 
Hj HaCHT4 被 构建 至 pET32a 表达 载体 。 理 论 上 , 重 
组 蛋白 (70.1 kD) 是 由 18 kD 的 标签 和 52.1 kD 的 
HaCHT4 组 成 的 ,在 SDS-PAGE 凝 胶 上 可 以 看 到 预 
期 相符 合 的 重组 蛋白 (图 3: B) ,但 空 载 只 表达 了 标 
签 和 蛋白。 我 们 利用 Western blot 进一步 验证 重组 蛋 
白 His-HaCHT4( 图 3: C) ,在 诱导 后 的 总 蛋白 中 ,可 
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图 1 昆虫 型 几 丁 质 酶 的 多 序列 比 对 








Fig. 1 Multiple sequence alignment of group NV chitinases of insects 


质 酶 的 来 源 物 种 及 GenBank 登录 号 Origin species of chitinases and their GenBank accession numbers; 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster: 
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DmCHT4 (NP. 524962.2) , DmCHTS ( NP. 611542. 1) , DmCHT9 (NP_611543.3) ; IIA Tribolium castaneum: TeCHT4 ( NP. 001073567.1) , 
TcCHTS (NP. 001038094. 1) , TcCHT9 ( NP. 001038096. 1), TcCHTI3 ( NP. 001036034. 1) , TcCHTI4 ( XP. 973005. 1) ; 3E Ej iE Pieris rapae: 


PrCHT2 (XP. 022117797.1) ; 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura; SICHT2 ( XP. 022837417.1) . 


守 区 域 (CR1 -4) 和 几 丁 质 结合 结 





信号 肽 (SP) 催化 结构 域 ( CAD) , B 
构 域 (CBD ) 分 别 以 红色 、 检 色 、 绿 色 和 蓝 色 表示 。The signal peptide (SP), 





E 几 丁 质 酶 4 个 保 


catalytic domain ( CAD), four 
conserved regions (CR) ( CRI -4) of insect chitinases, and chitin binding domain ( CBD) are highlighted in red, orange, green and blue, respectively. 
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基于 棉铃 虫 和 其 他 昆虫 几 丁 质 酶 氨基 酸 序 列 构建 的 系统 发 育 树 

















Fig. 2 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of chitinase from Helicoverpa armigera and other insects 
运用 MEGAS 软件 的 邻接 方法 构建 ，bootstrap 值 是 5 000 次 重复 。Phylogenetic tree was constructed by neighbor-joining ( NJ) method using the 
MEGAS software and the bootstrap values were derived from 5 000 replications. 几 丁 质 酶 的 物种 来 源 及 GenBank 登录 号 Source species of chitinases 
and their GenBank accession numbers; 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster; DmCHT2 ( NP. 477298. 2), DmCHT4 ( NP. 524962. 2), DnCHTS5 (NP — 
650314. 1), DmCHT6 ( NP. 572598. 1), DmCHT7 ( NP. 647768. 2), DmCHT8 (NP. 611542. 1), DmCHT9 ( NP. 611543. 3), DmCHTIOA 
(EAA46011. 1) , DnCHTI1 ( NP. 572361. 1), DmIDGFI (NP. 477258. 1), DnIDGF2 ( NP. 477257. 2) , DmIDGF3 (NP. 723967. 1) , DmIDGF4 
(NP. 7273741), DmIDGFS (NP. 611321. 3) , DmIDGF6 ( NP. 477081. 1) ; 赤 拟 谷 盗 Tcastaneum. castaneum; TeCHT4 ( NP. 001073567. 1), 
TcCHTS (NP 001034524. 1), TcCHT7 (NP. 001036035. 1), TcCHT8 ( NP. 001038094. 1), TcCHT9 (NP. 001038096. 1), TcCHTIO (NP — 











001036067. 1), TeCHTI3 ( NP. 001036034. 1) , TcCHT14 ( XP. 973005. 1) , TcIDGF2 ( NP. 001038092. 1) , TcIDGF4 ( NP. 001038091. 1) ; 棉铃 虫 





H. armigera; HaCHT ( AAQ91786. 1) , HaCHTIO ( XP. 021193483. 1), HaCHTIO-1 ( XP 021181285. 1) , HaCLPI (XP 021189141. 1) , HaCHT2 
(XP. 021180780. 1) ; 金 纹 细 蛾 Phyllonorycter ringoniella; PrCHT ( AEP25533. 1) ; PHIR Spodoptera litura; SICHT ( 44Q94194. 1) , SICHT2 
( XP. 022837417. 1) , SICHTIOA ( XP. 022819856. 1) ; EXER Pieris rapae; PrCHT2 ( XP. 022117797. 1) , PrCHTIO ( XP. 022114349. 1) ; 甜菜 夜 
蛾 Spodoptera exigua; SeCHT7 ( AFM38213. 1) ; EE Rf Conogethes punctiferalis: CpCHT7 ( ASM94207. 1) ; Z Bombyx mori; BmCHT2 (XP 








004933352.2) ; & 


以 看 到 对 应 于 重组 蛋白 His-HaCHT4 的 清晰 信号， 
但 未 诱导 的 总 蛋白 中 则 没有 ,这些 结 果 表 明 重 组 蛋 
白 His-HaCHT4 在 大 肠 杆菌 ( DE3 ) 中 成 功 表 达 。 将 
镍 柱 经 过 平衡 蛋白 结合 及 低 浓度 洗 杂 后 ,最 后 用 高 
浓度 的 咪唑 溶液 洗 脱 下 来 重组 蛋白 (图 3: D)。 将 
纯化 的 重组 蛋白 超 滤 浓缩 ,蛋白 浓度 为 1.5 mg/mL, 














REIR Operophtera brumata: ObCHT11 (KOB67109.1); 二 化 Chilo suppressalis: CsCHT2 ( ALO79339. 1). 


并 在 -80%C 下 保存 备用 。 





2.3 His-HaCHT4 的 酶 学 性 质 

















以 胶体 几 丁 质 为 底 物 进行 酶 活 测 定 , 结 果 显 示 ， 
与 对 照 ( 缓 冲 液 ) 相 比 ,His-HaCHT4 有 显著 的 降解 
活性 (P < 0. 0001) , 即 酶 活力 为 0. 0217 + 上 0. 0057 
ug/mL * s(F 4: A) ,表明 重组 蛋白 His-HaCHTA 能 
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图 3 重组 蛋白 His-HaCHTA 的 表达 、 验 证 和 纯化 
Fig. 3 Expression, verification and purification of recombinant protein His-HaCHT4 

A: 重组 质粒 pET32a-HaCHTA 的 双 酶 切 鉴 定 Double digestion of the recombinant plasmid pET32a-HaCHTA. M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular 
weight marker; 1; 双 酶 切 重组 质粒 的 产物 Products of digested recombinant plasmid. B; 重组 蛋白 His-HaCHTA 的 表达 Expression of the recombinant 
protein His-HaCHT4. M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -4: 分 别 表示 pET32a ZF pET32a-HaCHTA 的 未 诱导 和 诱导 后 
细菌 总 裂解 物 Total cell lysate transformed only pET32a vector and pET32a-HaCHTA recombined vector with and without induction, respectively; 5 —6: 
分 别 为 超声 波 破 后 的 上 清和 沉淀 Supernatant and precipitate after ultrasonic disruption, respectively. C; His-HaCHT4 的 Western 印迹 分 析 Western 
blot analysis of the expressed His-HaCHT4. M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -2: 分 别 为 未 诱导 和 诱导 后 细菌 总 裂解 物 进 
行 的 蛋白 质 印 迹 Western blot analysis of total cell lysate un-induced and induced, respectively. D; 纯化 的 重组 蛋白 His-HaCHT4 Purified recombinant 
protein His-HaCHT4. M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 纯化 的 重组 蛋白 His-HaCHTA Purified recombinant protein His- 
HaCHT4. 
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4 重组 蛋白 His-HaCHTA 的 酶 学 性 质 
Fig. 4 Enzyme characterization of the recombinant protein His-HaCHT4 
A: 重组 蛋白 His-HaCHT4 的 酶 活性 Enzyme activity of the recombinant protein His-HaCHT4. CK; 缓冲 液 Buffer. 数据 进行 1 检验 ,三 星 号 表示 具有 
极 显 著 差 异 (P<0.0001)。Tri-asterisk above bars represents extremely significant difference (P<0.0001, t-test). B: pH 对 酶 活性 的 影响 Effect of 
pH on the enzyme activity. 数据 进行 单 因 素 方差 分 析 , 不 同 小 写字 母 代表 显著 性 差异 (P <0.05)。Different lowercase letters represent significant 
difference ( P «0.05, one-way ANOVA). C; 温度 对 酶 活性 的 影响 Effect of temperature on the enzyme activity. 所 有 反应 在 50Y (除了 最 适 温 度 反 
应 外 ) 下 反应 1 h。 数 据 进行 单 因素 方差 分 析 , 不同 小 写字 母 代表 显著 性 差异 (P <0.05)。All reactions were performed at 50*C ( except for the 


optimum temperature reaction)for 1 h. Different lowercase letters represent significant difference ( P «0.05, one-way ANOVA). 


降解 几 丁 质 。 根 据 双 倒数 作 图 法 计算 的 动力 学 参数 。 0.0012 pg/mL ' s, 重组 蛋白 His-HaCHT4 在 较 宽 
及 和 站 ， 值 分 别 为 1.76 +0.35 mg/mL 和 0.0220 + 的 pH 范围 内 都 有 活性 ,从 pH 5 ~ 10 范围 内 具 高 活 
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性 ,并 最 适 pH 297g 7 (FÉ 4: B); 在 最 适 温度 反应 
中 ,相对 活性 随 着 温度 升 高 而 增加 ,并 约 在 50%C 时 
达到 峰值 ,随后 下 降 ( 图 4: C). 
2.4 HaCHT4 的 时 空 表达 谱 

qPCR 检测 结果 表明 , HaCHT4 在 棉铃 虫 1 -6 
龄 幼虫 期 以 及 预 师 期 都 有 表达 ,在 2 龄 幼虫 期 的 表 
达 量 最 高 , 与 其 他 龄 期 表达 量 差 异 极 显著 (P < 
0. 001) ,其 次 是 1 龄 幼虫 期 (P «0.001) CE] 5: A), 
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1 龄 幼虫 和 2 龄 幼虫 中 的 表达 量 分 别 是 预 晴 期 的 
100.7 和 200.9 倍 。3 龄 幼虫 到 预 晴 的 表达 水 平 显 
HRF 1 龄 幼虫 和 2 龄 幼虫 期 (已 <0.001) 。 相 反 ， 
3 -6 龄 幼虫 和 预 师 之 间 表 达 量 没有 显著 差异 ( 忆 > 
0.05), HaCHTA 在 6 龄 幼虫 中 肠 和 脂肪 体 中 表达 
量 较 高 (图 5: B) ,分 别 是 体 壁 中 表达 量 的 25.1 和 
40.6 fi (P «0.05) 。 
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图 5 HaCHTA 在 棉铃 虫 不 同 发 育 阶段 (A) 和 6 龄 幼虫 不 同 组 织 中 (B) 的 相对 表达 量 
Fig. 5 Relative expression level of HaCHTA in different developmental stages ( A) 


and tissues of the 6th instar larvae (B) of Helicoverpa armigera 


LI - L6: 分别 为 1 -6 龄 幼虫 1st — 6th instar larva, respectively; PP; 预 肾 Prepupa; MG; 中 肠 Midgut; FB: 脂肪 体 Fat body; IG; 体 壁 Integument ; 





HR; 头 部 Head. 不 同 发 育 阶段 基因 的 表达 量 以 1 龄 幼虫 期 的 表达 量 为 基准 ,不 同 组 织 中 的 表达 量 以 中 肠 中 的 表达 量 为 基准 。 图 中 数据 进行 单 
因素 方差 分 析 , 柱 上 不 同 大 小 写字 母 分别 代 表 具 有 差异 极 显 著 ( 已 <0. 001) 和 差异 显著 (已 < 0. 05 ) The expression levels of gene in different 














developmental stages were normalized to that in the 1st instar larval stage, and those in different tissues were normalized to that in the midgut. Data in the 





figure were analyzed by one-way ANOVA. Different capital and lowercase letters represent extremely significant difference ( P «0. 001) and significant 


difference ( P «0.05) , respectively. 


3 讨论 





几 了 丁 质 酶 是 一 种 大 型 且 多 样 化 的 酶 家 族 。 近 年 
来 ,由 于 其 在 几 丁 质 代 谢 中 的 重要 生化 功能 而 倍 受 
关注 。 昆 虫 几 了 丁 质 酶 在 各 个 发 育 阶 段 和 组 织 中 都 有 
发 现 ,8 个 类 型 几 丁 质 酶 具有 不 同 的 生理 功能 。 表 
达 于 中 肠 的 术 型 几 丁 质 酶 主要 参与 降解 围 食 膜 中 的 
几 丁 质 成 分 (Shen and Jacobs-Lorena, 1997; 
Khajuria et al., 2010) 。 围 食 膜 的 几 丁 质 代 谢 的 破 
坏 , 导 致 细菌 毒素 和 病毒 进入 中 肠 上 皮 或 导致 昆虫 
不 能 正常 进食 (Hegedus et al., 2009)。 因 此 ,研究 
围 食 膜 相关 的 几 丁 质 酶 ,尤其 是 中 肠 儿 丁 质 酶 ,对 害 
虫 控制 提供 新 的 策略 。 

据 报道 ,食物 是 改变 中 肠 几 丁 质 酶 基因 表达 水 
平 的 原因 之 一 (Shen and Jacobs-Lorena, 1997; 
Ramalho-Ortigáo and Traub-Csekó, 2003) , fs] S6 
几 丁 质 酶 血液 的 风 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae 其 围 
食 膜 消失 ,同时 与 未 加 儿 丁 质 酶 相 比 ,其 消化 过 程 也 



































明显 加 快 (Shao et al., 2001)。 中 肠 分 泌 的 消化 酶 
类 进入 达到 食物 团 必须 通过 围 食 膜 ,但 消化 酶 类 和 
营养 素 通过 围 食 膜 的 机 制 尚 不 清楚 (Hegedus et al., 
2009), HaCHTA 在 棉铃 虫 不 同 发 育 阶 段 的 表达 模 
式 显 示 , 其 在 6 个 幼虫 龄 期 和 预 晴 中 都 有 表达 ,但 在 
1 d RII 2. 龄 幼虫 期 的 表达 水 平 高 于 其 他 幼虫 期 和 预 
晴 期 。 由 于 1 龄 和 2 龄 幼虫 刚 开 始 进入 摄食 的 阶 
段 ,此 阶段 高 表达 有 可 能 参与 棉铃 虫 围 食 膜 的 变化 ， 
进而 促进 食物 的 消化 和 吸收 以 满足 虫 体 的 发 育 。 欧 
JN ZR OK HR. Ostrinia nubilalis 的 区 型 几 丁 质 酶 基 
OnCHT 在 1 龄 和 5 龄 幼虫 中 的 表达 量 相 对 较 高 ,但 
在 肾 和 成 虫 中 几乎 检测 不 到 (Khajuria et al., 
2010)。 冈 比 亚 按 蚊 的 依 型 几 丁 质 酶 基因 仅 在 成 虫 
的 肠 道中 表达 ,而 在 幼虫 肠 道 .幼虫 尸体 或 成 虫 尸体 
中 不 表达 (Shen and Jacobs-Lorena, 1997) 。 这 些 差 
异 可 能 与 昆虫 变态 发 育 过 程 中 的 一 些 生 理 变化 .人 
工 饲 料 等 有 关 或 有 其 他 原因 ,例如 赤 拟 谷 盗 的 幼 忠 
肠 道中 发 现 高 表达 的 几 个 几 丁 质 酶 基因 (Zhu et al., 
2008a) ,这 些 原因 使 V 型 几 丁 质 酶 具有 不 同 的 基因 
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表达 模式 。 在 大 多 数 昆 虫 中 , 型 几 丁 质 酶 基因 主 
要 表达 于 中 上 肠 或 脂肪 体 。 有 趣 的 是 , HaCHT4 主要 
在 幼虫 的 中 肠 和 脂肪 体 中 表达 , 体 壁 和 头 部 中 几乎 
不 表达 ,相同 情况 也 发 现 于 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
的 依 型 几 丁 质 酶 基因 MsCHTS 和 MsCHTS 的 组 织 特 
异性 表达 模式 ,在 晴 和 成 虫 阶 段 的 中 肠 和 脂肪 体 中 
表达 ,但 在 卵 \. 尖 、 腹 、 生 殖 器 官 中 不 表达 (Tetreau et 
al., 2015) 。 根 据 HaCHTA 不 同 发 育 阶段 .中 肠 和 脂 
肪 体 中 的 表达 谱 以 及 重组 蛋白 能 降解 几 丁 质 的 活 
性 ,我们 推测 HaCHT4 很 可 能 在 调控 围 食 膜 中 几 丁 
质 含量 ,进而 影响 昆虫 的 对 外 界 的 刺激 和 对 营养 物 
质 的 吸收 。 

CAD 和 CBD 是 几 丁 质 酶 的 两 个 重要 结构 域 。 
CBD 可 以 将 酶 紧 紧 地 锁定 在 几 丁 质 上 ,从 而 促进 水 
解 过 程 (Nakamura et al.，2008 ) 。 黄 粉 虫 Tenebrio 
molitor 的 中 肠 特异 性 几 丁 质 酶 TmChi 没有 CBD, € 
对 胶体 几 丁 质 的 活性 很 低 , 但 能 将 寒 聚 糖 有 效 地 转 
化 为 单 体 ,推测 原因 是 缺少 CBD (Genta et al., 2006)。 
HaCHT4 同时 含有 CAD 和 CBD 结构 域 ,重组 蛋白 
His-HaCHTA 的 酶 活性 达到 0. 0220 pg/mL * so Œ 
组 蛋白 His-HaCHT4 的 K, 值 低 于 黑 腹 果 晶 的 
DmCHT4( Zhu et al., 2008b) ,表明 His-HaCHT4 对 
胶体 几 丁 质 的 亲和力 高 于 DmCHT4。 我 们 的 多 序列 
比 对 分 析 表 明 ,HaCHT4 的 CBD 部 分 的 氨基 酸 序列 
比 DmCHT4 的 CBD 多 10 个 氨基 酸 , 据 此 我 们 推测 
ix 10 个 氨基 酸 的 差异 可 能 会 对 HaCHT4 给 予 略 高 
于 DmCHTA 的 底 物 亲 和 力 或 者 这 可 能 是 测定 酶 活 
力 方法 的 差异 。 然 而 , His-HaCHT4 的 K, 值 分 别 高 
于 黑 腹 果 晶 的 工 型 几 丁 质 酶 DmCHTS 和 赤 拟 谷 盗 
的 TcCHTS ,这 与 1 型 几 丁 质 酶 比 信 型 几 丁 质 酶 具 
有 更 强 亲 和 力 一 致 (Zhu et al., 2008b) ,这 些 结果 有 
助 于 更 好 地 了 人 解 几 丁 质 酶 在 不 同 组 织 或 发 育 阶 段 的 
不 同 功能 。 鳞 翅 目 昆虫 幼虫 中 肠 腔 的 特性 之 一 是 碱 
性 (Zhu et al., 2008b) ,虽然 His-HaCHTA 的 最 适 pH 
值 为 7 左右 ,但 偏 碱 性 条 件 下 也 具有 活性 ,因此 , 推 
测 其 可 能 参与 棉铃 虫 中 肠 中 的 代谢 过 程 , 但 这 需要 
进一步 研究 。 

几 丁 质 代 谢 对 农业 害虫 的 防治 特别 重要 。 特 别 
是 中 肠 中 几 了 丁 质 酶 的 对 昆虫 的 生长 发 育 中 起 着 重要 
的 作用 (Hegedus et al., 2009) 。 中 肠 中 的 几 丁 质 代 
谢 酶 的 破坏 可 以 为 昆虫 防治 提供 方法 。 例 如 , 靶 辐 
于 中 上 肠 的 几 丁 质 代 谢 酶 或 具有 降解 活性 几 丁 质 酶 的 
dsRNA 可 以 在 植物 中 产生 ,从 而 快速 而 有 效 地 影响 
害虫 的 生长 和 发 育 。 这 些 结果 为 害虫 控制 提供 了 有 








































































































用 的 信息 。 

在 本 研究 中 ,我 们 首次 克隆 了 棉铃 虫 中 肠 的 IV 
型 几 丁 质 酶 基因 HaCHTA ,研究 了 纯化 的 重组 蛋白 
His-HaCHT4 的 酶 学 性 质 , 发 现 HaCHT4 主要 表达 于 
1 龄 和 2 龄 幼虫 期 以 及 6 龄 幼虫 中 肠 和 脂肪 体 组 织 
中 ,推测 棉铃 虫 HaCHT4 可 能 参与 者 食 膜 中 几 丁 质 
降解 过 程 。 这 些 结果 有 助 于 我 们 更 好 地 理解 棉铃 虫 
中 肠 几 了 丁 质 酶 的 功能 。 
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